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研究成果の概要（和文）：本研究では、アトピー性皮膚炎患者の皮膚バリア遺伝子(LEP7, hKPRP, 

LCE1F, SPRR2E)の配列を解読した。その結果、これまでに関与が明らかになっている FLG 以外

の皮膚バリア遺伝子では、バリア破錠の原因となる遺伝子変異は同定できなかったが、これら

の遺伝子の多型頻度を解明する事ができた。これらを正常コントロールと比較する事によりこ

れらの遺伝子のアトピー性皮膚炎への関与が明らかになると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, I determined the DNA sequence of skin barrier 
associated genes (LEP7, hKPRP, LCE1F, SPRR2E) derived from atopy dermatitis patients. 
As a result, I did not find critical mutations which would cause dysfunction of skin barrier 
in these genes, however, I decided the frequency of polymorphism of these genes in atopy 
dermatitis patients. I expect that the comparison these polymorphisms of these gens 
between atopy dermatitis patients and controls would be clear the relationships among 
these genes and atopy dermatitis. 
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１．研究開始当初の背景 

 アトピー性皮膚炎(AD)は、寛解・増悪を

繰り返す、そう痒のある湿疹を主病変とす

る皮膚疾患として定義され、患者の多くは

遺伝的アトピー素因を持つとされてはいる

ものの、現在までに明らかに成っていない。

発展途上国よりも先進諸国に多くみられ、

日本においては 21 世紀の国民病ともいわ

れており、患者数は 40 万人を超え現在も激

増している。一方、尋常性魚鱗癬(IV)は、
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皮膚の乾燥により皮膚表面が硬化し剥落す

る疾患であり、AD 様のアレルギー様症状は

示さず、特に医師の診断を受ける必要がな

い場合も少なくない。この２つの皮膚疾患

は、IV ではほぼ 100%、AD ではヨーロッパ

患者集団で約 50%（日本人集団に関しては

後述）の患者にフィラグリン(FLG)遺伝子変

異がみられ、フィラグリンタンパク質量低

下が皮膚保湿能低下及びバリア能低下が引

き起こしていると考えられている。さらに、

AD では皮膚バリア異常のために過剰な抗

原暴露がおこり、その結果、免疫過剰惹起

により免疫異常が引き起こされていると考

えられている。 

 フィラグリンは皮膚の主要構成因子の一

つで、フィラグリンタンパク質は約 500kDa

のプロフィラグリンとしてタンパク質に翻

訳後、プロセシングを受けて 35〜45kDa の

フィラグリンタンパク質となり、さらに修

飾酵素により相互及び他のバリアタンパク

質と相互架橋し強固な皮膚バリアを形成す

る。そのゲノム構造は３つのエキソンから

なるが、第３エキソンに 35〜45kDa のフィ

ラグリンに相当する 972bp を単位とした配

列が 11〜13 回繰り返されている。 

そのため通常の DNA シーケンシング法では

解読不可能であったが、申請者はヒトゲノ

ム計画で培ったノウハウを応用して新たな

解読法(FLG-shotgun 法)を確立した。この

方法を用いて日本人 AD 患者の解析を行っ

たところ、ヨーロッパで同定された変異は

日本人集団に存在せず、２種の新規ナンセ

ンス変異を同定した。日本人集団で既に同

定されている 2 種のナンセンス変異の解析

もあわせて行い、現在までに 7%の日本人 AD

患者からフィラグリンの変異を同定した。

以上の結果から、フィラグリンは IV 及び

AD の両方の原因遺伝子の一つであり、同一

の変異を有する人でも IV、AD、両方を合併

する人がいるが重篤度は人によって異なり、

フィラグリンの変異のみに依存して症状が

決定せず、他の皮膚バリア関連遺伝子の関

与が示唆された。 
 
２．研究の目的 

 皮膚バリアを形成する主だった遺伝子は

1番染色体長腕に30以上の遺伝子がクラス

ターを形成して存在し、EDC(Epidermal 

differentiation complex)と呼ばれている。

この中で mRNA の発現量が多い遺伝子は、タ

ンパク質量としても多くバリア機能に大き

く寄与している事が予想される。しかし現

在までに、これらの皮膚バリア遺伝子群遺

伝子多型と乾燥肌/皮膚バリア機能との相

関解析はほとんど行われていない。 

 そこで、AD 患者群及び健常人群を対象と

して、フィラグリンをはじめとする皮膚バ

リア関連遺伝子群の多型解析及び皮膚バリ

ア機能の指標として経皮水分蒸散量(TEWL)

の相関解析を行い、アトピー性皮膚炎関連

遺伝子及び乾燥肌関連遺伝子の同定を目指

す。その結果を AD 患者及び健常人に含まれ

る潜在的乾燥肌の人にフィードバックする

ことによりスキンケアを促し、アトピー性

皮膚炎を発症前に予防する、もしくは重篤

化を防ぐ事を目指す。 
 
３．研究の方法 

 本研究は、皮膚バリア遺伝子群と皮膚バ

リア機能の関連解析を行うために、以下の

２つを中心に実験し、その結果に既存のデ

ータを含めて相関解析する。 

 

① EDC に存在する８遺伝子を対象とした

ゲノム配列解析 

 FLG, FLG2, LEP7, hKPRP, LCE1F, IVC, 

SPRR2E, LOR の８遺伝子を対象にゲノム配

列解析を行う。LEP7, hKPRP, LCE1F, IVL, 

SPRR2E, LOR は、タンパク質コーディング

全領域の配列決定を行う。FLG 及び FLG2 は



タンパク質コーディング全領域の解読は困

難であるため、遺伝子型及びすでに同定さ

れている疾患の原因となる変異の同定を行

う。これらの配列決定は、AD 患者 100 人と

健常人 100 人に対して行う。 

 

② バリア機能の指標である経皮水分蒸散

量(TEWL)測定 

 経皮水分蒸散量は、非発汗条件下で角層

を通じて蒸発してくる水分量を経時的に測

定し、湿度勾配として測定する値である。

ヒトの正常皮膚のTEWL値は3-6g/m2/hr程度

あり、これはポリエチレン製の袋から蒸発

する水分量(2g/m2/hr)程度と変わらず、非

常に微量である。環境（温度、湿度）や測

定部位（腕の内側、外側など）により大き

く異なる事が予想される事から、測定法の

確立から行う。 
 
４．研究成果 

 

１）EDC に存在する SPRR2E を対象としたゲノ

ム配列解析 

 慶應義塾大学医学部皮膚科学教室で収集

された AD 患者 96 人に対して、EDC 内に存在

する遺伝子 SPRR2E の解析を行った。SPRR2E

は２exon から構成され、全 ORF は exon2 に含

まれている。そこで PCR 法を用いて exon2 

(636bp)全体を増幅し、ダイレクトシーケン

シングを行い変異及び遺伝子型の分類を行

った。その結果、ナンセンス変異を同定する

ことは出来なかったが、既知の３種の SNPs

を含む 6SNPs を同定した。この内 2種の SNPs

の組み合わせから、SPRR2E の主要な遺伝子型

を Type A/B/C に分類した。また、残りの 4

種の SNPs はすべて TypeC のアレル由来であ

った。それぞれのアレル頻度は、Type 

A(57.9%), Type B(31.8%), Type C(10.3%)で

あった。 

 

２）EDC に存在する LCE1F を対象としたゲノ

ム配列解析 

 EDC 内に存在する遺伝子 LCE1F の解析を行

った。LCE1F は 1exon から構成されている。

そこで PCR 法を用いて全 ORF 領域 (357bp)を

増幅し、ダイレクトシーケンシングを行い変

異及び遺伝子型の分類を行った。その結果、

16 番目のシステイン残基においてナンセン

ス変異(TGC->TGA)を同定した。この結果から

Type A/B に分類した。また、Type A の一部

に 18bp の挿入配列(CTGCTGCAGCTCTGGGGG)を

同定した。これらの結果から、LCE1F の主要

な遺伝型を Type A/A1/B に分類し、それぞれ

のアレル頻度は、 Type A(87.4%), Type 

A1(8.4%), Type B(4.2%)であった。 

 

３）EDC に存在する SPRR2E を対象としたゲノ

ム配列解析 

 慶應義塾大学医学部皮膚科学教室で収集

された AD 患者 96 人に対して、EDC 内に存在

する遺伝子 SPRR2E の解析を行った。SPRR2E

は２exon から構成され、全 ORF は exon2 に含

まれている。そこで PCR 法を用いて exon2 

(636bp)全体を増幅し、ダイレクトシーケン

シングを行い変異及び遺伝子型の分類を行

った。その結果、ナンセンス変異を同定する

ことは出来なかったが、既知の３種の SNPs

を含む 6SNPs を同定した。この内 2種の SNPs

の組み合わせから、SPRR2E の主要な遺伝子型

を Type A/B/C に分類した。また、残りの 4

種の SNPs はすべて TypeC のアレル由来であ

った。それぞれのアレル頻度は、Type 

A(57.9%), Type B(31.8%), Type C(10.3%)で

あった。 

 

４）EDC に存在する LCE1F を対象としたゲノ

ム配列解析 

 EDC 内に存在する遺伝子 LCE1F の解析を行

った。LCE1F は 1exon から構成されている。

そこで PCR 法を用いて全 ORF 領域 (357bp)を

増幅し、ダイレクトシーケンシングを行い変

異及び遺伝子型の分類を行った。その結果、

16 番目のシステイン残基においてナンセン

ス変異(TGC->TGA)を同定した。この結果から

Type A/B に分類した。また、Type A の一部

に 18bp の挿入配列(CTGCTGCAGCTCTGGGGG)を



同定した。これらの結果から、LCE1F の主要

な遺伝型を Type A/A1/B に分類し、それぞれ

のアレル頻度は、 Type A(87.4%), Type 

A1(8.4%), Type B(4.2%)であった。 

 

５）経皮水分蒸散量(TEWL)測定の確立 

 経皮水分蒸散量測定は、非発汗条件下で角

層を通じて蒸発してくる水分量を経時的に

測定し、湿度勾配として測定する方法である。

１６℃の部屋で３０分間安静後と、２０℃の

部屋で測定を行ったところ、同一人物でも２

０℃の部屋で高値(4℃では 6g/m2/hr程度で

あったが、20℃では 20〜30g/m2/hr)を示す

例が観測された。これらは、同日の測定でも

観測された事から、本人も感じない程度の発

汗による影響と考えられた。ADが原因となる

場合は、20〜30 g/m2/hrの値を示す事から、

この条件下では、正確に測定が困難である

事が示唆された。このことから、発汗が多い

体質の人は、自ら発汗を感じない温度でも発

汗をしている可能性があり、正確なTEWL値測

定のためには完全に発汗が治まる温度(16℃

程度)の部屋で安静にした後に測定する事が

必要である事が明らかになった。 

 これらの結果は、診断において TEWL 値を

測定する際に、測定日の天候の条件（部屋の

気温、湿度）や測定するまでの待機状況（待

合室や診療室の温度）に大きく影響されうる

ことをしめしている。 
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